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論 文 内 容 の 要 旨 
 微生物の発酵作用を利用した物質生産は盛んに行われており、燃料としてのエタノール発酵やうま味調味料・飼料
添加物としてのアミノ酸発酵はその代表例である。その発酵生産を効率良く行うためには、発酵過程で菌体内での代
謝がどのように行われているかを知ることは大変重要である。微生物のゲノムが解読される以前から代謝工学という
研究分野が提唱され、その一環として菌体内の物質の流れ（代謝フラックス）を計算する技術開発が精力的に行われ
てきた。代謝フラックスは、細胞の中でさまざまな制御がなされた結果として得られるものであるため、もっとも分
かりやすいアウトプットであるといえる。 
 代謝フラックス解析の基本技術はすでに確立されているが、主に連続培養系において菌体内タンパク質の加水分解
物アミノ酸の同位体分布比率から代謝フラックスを決定する手法で実際の工業化プロセスに応用することが難しか
った。そこで工業的に最も活用されている流加培養系において代謝フラックス解析を可能にするため、菌体内遊離ア
ミノ酸を LC-MS/MS で分析し、さらに菌体タンパク質の分解を計算に考慮することで、培養時期の変化に伴う代謝
フラックス変化を捉えることに成功した。 
 さらに、本手法の欠点である高価な同位体基質を多量に使用するという点を克服するため、少量の同位体基質を解
析したい時期にのみ培地に添加し、分オーダーで菌体内遊離アミノ酸同位体分布比率のダイナミクスを分析して代謝
フラックス解析を実現する新手法も開発した。 
 これらの手法を応用して、より詳細に発酵過程を解析することにより、目的物を迅速かつ大量に生産できる方法を
効率的に見つけられることが期待される。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本論文は、アミノ酸発酵における微生物の代謝動態を解析する手法開発に関するもので、工業化プロセスで一般的
に使用されている流加培養系においてあらゆる培養時期の代謝解析を可能とするものである。 
 菌体内遊離アミノ酸の同位体分布を高感度で検出する手法を確立し、計算アルゴリズムにたんぱく質のターンーバ
ーを導入することで、非定常状態の微生物代謝変化が追跡可能な代謝フラックス解析法の開発に成功した。 
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 本手法を用いて流加培養系のリジン発酵を解析した結果、増殖期から定常期になるときに補充経路のフラックスが
逆流し、TCA 回路のバイパスであるグリオキシル酸経路フラックスが３倍以上に増大することが明らかとなった。実
際にグリオキシル酸経路を触媒する酵素の活性は上昇しており、過去に連続培養で増殖速度を減少させたときに観測
された解析結果とも一致していることから、本手法による解析結果は非常に信頼度が高いことが示された。 
 更に、解析に使用する高価な同位体基質の使用量を大幅に削減するために同位体基質をパルス添加し、そのダイナ
ミクスから代謝フラックス解析を可能とする技術開発にも成功している。パルス添加法を用いて、リジン発酵のプロ
セス解析をした結果、増殖期から定常期になるときにやはりグリオキシル酸経路が大幅に増大することが観測され、
更にその後マリックエンザイムが活性化すると計算された。マリックエンザイムは理論代謝フラックス解析からもリ
ジン生産には不要と計算されており、菌体増殖停止後に特に増大していることから当該菌株から欠損することが望ま
しいと推定された。マリックエンザイム欠損変異株の検証実験から、大幅に発酵成績が向上することがわかり特許出
願するに至った。 
 以上のように、本論文は、アミノ酸発酵工業化プロセスの解析精度を大幅に向上させることに貢献し、本手法によ
り得られた知見から新たな育種方針が示され、特許出願にまで至っている。今後も本手法を応用することで新たな微
生物の挙動が明らかにされ、発酵プロセス開発が加速されることが期待される。従って、本論文は博士（理学）の学
位論文として十分価値のあるものと認める。 
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